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1 茶 时 素 对 奶牛 瘤胃 发 酵 及 瘤 骨 微 生物 区 系 的 影响 
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3 (1. 北 京 农 学 院 动物 科学 技术 学 院 ， 奶 牛 营养 学 北京 市 重点 实验 室 ， 北 京 102206; 2. 生 命 


4 科学 研究 所 ， 北 京 102206) 
5 of 要 : 本 试验 旨 在 研究 条 持 素 对 奶牛 瘤胃 微 发 酵 及 瘤 肯 微生物 区 系 的 影响 。 试 验 选 用 12 
6 ， 头 健康 状况 良好 ， 体 重 相 近 的 荷 斯 坦 奶 牛 ， 随 机 分 为 4 组 ， 均 饲 喂 基础 饲 粮 ， 各 组 分 别 灌 


7 Wo GTK), 20. 30, 40 g/d 茶 皂 素 ， 茶 皂 素 与 水 混 匀 灌 服 ， 进 行 预 试 期 14 d， 正 试 期 


8 35 d 的 饲养 试验 。 正 试 期 期 间 每 隔 7 d， 在 晨 饲 前 1 h 用 口腔 采样 器 采集 瘤 骨 液 测定 瘤胃 发 


9 Wats, AX qRT-PCR 法 测定 瘤 骨 微生物 含量 。 结 果 表 明 : 1) SWRA, KERLE 


10 ”降低 了 瘤胃 液 pH (30. 40 g/d 组 ) 、 氮 态 氮 的 浓度 (20. 30, 40 g/d 组 ) (P<0.05) ， 但 


11 ， 均 未 超过 正常 范围 值 ， 显 著 提 高 了 微生物 和 蛋白 (30. 40 g/d 组) 、 丙 酸 (20、30、40 g/d 组 ) 


12 和 丁 酸 浓度 (20、30、40 g/d 组 ) (P<0.05) ，30 g/d 组 的 微生物 蛋白 浓度 提高 了 20.20%， 


13 ”但 茶 皂 素 对 总 挥发 性 脂肪 酸 和 乙酸 浓度 的 影响 不 显著 (P>0.05) 。2) 与 对 照 组 相 比 ， 茶 电 


14 素 各 组 的 瘤胃 液 原 虫 、 溶 纤维 丁 酸 弧 菌 含 量 均 显 著 降 低 CP<0.05) ， 甲 烷 菌 、 白 色 瘤 胃 球 


15 菌 、 产 琥珀 酸 丝 状 杆 菌 、 黄 色 瘤 角球 菌 、 真 菌 含量 没有 显著 变化 (P>0.05) 。 综 上 所 述 ， 
16 ” 补 饲 茶 虹 素 改 善 了 奶牛 瘤胃 发 酵 模式 ， 并 显著 影响 了 奶牛 瘤胃 微生物 区 系 ，30 g/d 的 剂量 
17 ”对 奶牛 较为 适宜 。 

18 KEN: RER: 奶牛 ;瘤胃 发 酵 ， 微 生物 区 系 


19 ”中 图 分 类 号 : S816.7;S823 
20 与 单 骨 动 物 相 比 ， 奶 牛 的 生理 特点 是 具有 瘤 骨 ， 瘤 骨 可 以 为 多 种 微生物 提供 栖息 地 ， 

21 而 奶牛 瘤 骨 发 酵 的 本 质 是 瘤胃 内 微生物 对 饲料 纤维 素 、 蛋 白质 等 物质 进行 发 酵 、 降 解 ， 以 
22 实现 更 有 效 的 利用 凹 ， 但 瘤胃 发 酵 同时 会 造成 能 量 与 氨 态 所 (CNH3-N) 的 损失 以 及 产生 甲烷 等 ， 
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造成 环境 污染 叫 。 因 此 ， 选 择 科 学 、 有 效 的 饲料 添加 剂 调控 瘤胃 发 酵 是 发 掘 奶 牛 营养 潜力 ， 
提高 饲料 转化 率 ， 改 善 乳 品质 的 重要 环节 。 


茶 虹 素 又 称 茶 皂 童 ， 是 一 种 从 茶树 种 子 〈 茶 籽 、 茶 叶 籽 ) 中 提取 的 五 环 三 熙 类 糖 耿 化 
Cl, h 7 种 配 基 、4 种 糖 体 和 2 BEAL A, KERKO IZM AP RAO, 
化 工业 加、 动物 养殖 中 等 方面 ， 研 究 表明 ， 茶 旺 素 不 仅 是 一 种 天 然 的 表面 活性 剂 ， 而 且 具 
有 广泛 的 生物 活性 作用 ， 可 用 作 反 刍 动物 瘤胃 发 酵 调 控 剂 ， 改 善 动物 生产 性 能 钙 。 来 海 展 
等 四 研究 报道 ， 在 饲 粮 中 添加 茶 旦 素 可 抑制 原虫 生长 ， 改 善 反 刍 动 物 的 生产 性 能 。Hu S 


的 体外 产 气 试验 报道 ， 将 8 mg 茶 时 素 添 加 到 30 mL 发 酵 液 中 ， 瘤 骨 发 酵 液 原虫 数量 可 减 


少 79%。 王 洪 荣 等 (1 研究 报道 ， 在 山羊 饲 粮 中 添加 茶 忆 素 和 丝 兰 皂 苷 混合物 可 降低 瘤胃 液 
寺 果 表明 ， 反 急 动 物 饲 粮 中 添加 茶 皂 素 ， 总 挥发 性 脂肪 
酸 (TVFA) 产量 没有 显著 变化 ， 甲 烷 产 量 减少 ， 改 变 了 瘤胃 发 酵 模 式 。 综 合 来 看 ， 目 前 
关于 茶 电 素 对 奶牛 瘤 骨 发 酵 模 式 的 调控 研究 还 鲜 见 报道 ， 尤 其 是 对 奶牛 瘤胃 发 酵 及 瘤 骨 微 
生物 区 系 的 影响 。 因 此 ， 本 试验 对 泌乳 期 奶牛 灌 服 条 旦 素 ， 研 究 其 对 奶牛 瘤 骨 发 酵 与 瘤 骨 
微生物 区 系 的 影响 ， 为 茶 皂 素 作为 奶牛 瘤胃 发 酵 添加 剂 提供 试验 依据 。 

1 材料 与 方法 

1.1 试验 动物 与 管理 


NS 


PH; KRZR. Zhou! Am A 


本 试验 于 2014 E 8 HE 2014 年 9 月 在 北京 市 三 元 绿 荷 奶牛 养殖 中 心 南口 二 分 场 进行 。 


选取 12 头 体 况 良好 、 体 重 为 《5350+30) kg， 日 产 奶 量 约 为 35 kg/d， 胎 次 为 2~4 胎 的 健康 


荷 斯 坦 奶 牛 。 按 产 奶 量 、 胎 次 、 泌 乳 期 等 相近 原则 随机 分 为 4 组 ， 每 组 3 头 奶牛 。 试 验 吉 


中 


间 ， 饲 喂 饲 粮 参 考 牛 场 的 全 混合 日 粮 (total mixed ration,TMR) 饲 喂 方案 ， 试 验 牛 每 天 07: 30、 
14: 30、21: 30 IRMI. TMR 饲 喂 后 ， 试 验 牛 自由 运动 和 饮水 。TMR 组 成 及 营养 水 


平 表 见 表 1。 


表 1 TMR 组 成 及 营养 水 平 ( 干 物质 基础 ) 


Table 1 Composition and nutrient levels of the TMR (DM basis) % 


项 目 Items 含量 Content 
原料 Ingredients 

青贮 玉米 Corn silage 46.30 
玉米 Corn 9.88 
WAKE Extruded soybean 3.00 
iia = Alfalfa hay 6.90 
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燕麦 草 Oat grass 2.40 
酒糟 及 其 可 溶 物 DDGS 4.40 
玉米 皮 Corn bran 3.70 
HÆR Sodium cyclamate 2.40 
能 量 增强 剂 Energy enhancer 0.90 
E/T EX Squashed corn 4.40 
HK Wheat bran 2.66 
燕麦 Oat 1.50 
K¥ Barley 2.66 
豆粕 Soybean meal 5.1 
棉籽 粕 Cottonseed meal 1.07 
石粉 Limestone 0.68 
食盐 NaCl 0.37 
小 苏打 NaHCOs 0.59 
BERRA PS CaHPO4 0.79 
预 混 料 Premix? 0.30 
合计 Total 100.00 
营养 成 分 Nutrient” 
泌乳 净 能 NEL (MJ/kg) 7.36 
粗 脂 肪 EE 5.00 
粗 蛋 白质 CP 17.40 
酸性 洗涤 纤维 ADF 16.60 
中 性 洗涤 纤维 NDF 31.10 
钙 Ca 0.78 
DE P 0.44 
47 0 每 千克 预 混 料 含有 One kg of premix contained the following: Fe 3 000 mg, Cu 4 560 mg, Mn 4 590 


48 mg, Zn12100mg, Se 200mg, 1270mg, Co 60 mg，VA 2 000 000IU，VD3 450 000 IU, VE 10 000 IU, 


49 烟 酸 nicotinic acid 3 000 mg. 


50 2 泌乳 净 能 为 计算 值 ， 其 他 营养 水 平 为 实测 值 。NEr was a calculated value, while other nutrient levels 


51 were measured values. 


52 1.2 试验 设计 


53 对 照 组 和 试验 组 均 饲 喂 饲 粮 ， 由 于 茶 电 素 适 口 性 差 ， 试 验 牛 不 能 固定 采 食 ， 因 此 选择 


54 ”每 天 展 饲 前 灌 服 茶 皂 素 ，20、30、40 g 茶 皂 素 事先 分 别 溶 于 200 mL 水 中 。 试 验 组 分 别 于 晨 


55 ” 饲 前 通过 灌 服 20、30、40 g/d 茶 皂 素 ， 整 个 试验 期 共 49 d， 其 中 预 试 期 14 d， 正 试 期 内 每 


56 7d 于 展 饲 前 1h KAM. 


57 ”1.3 样品 采集 和 测定 


58 ”1.3.1 瘤胃 液 的 采集 


WI 


59 晨 饲 前 1 h 用 口腔 采样 器 采集 瘤胃 液 ，4 层 纱布 过 滤 后 用 便携 pH 测定 仪 测定 瘤胃 液 
60 。 pH。 其 他 样品 存 入 液 氨 中 用 于 其 他 瘤胃 发 酵 指标 和 微生物 区 系 的 测定 。 


61 1.3.2 瘤胃 液 NH3-N、 挥 发 性 脂肪 酸 (VFA〉、 微 生物 蛋白 (MCP) 浓 度 的 测定 

62 瘤胃 液 解冻 后 5 000xg 离心 10 min， 收 集 上 清 液 用 于 NH3-N、VFA 和 MCP 浓度 的 测 

63 Z. EAW NH3-N 浓度 采用 分 光 光 度 计 法 ， 按 照 Broderick 等 0 的 方法 测定 。 瘤 骨 液 MCP 

64 ”浓度 采用 比 色 法 按照 周 奕 谢 (9 的 方法 测定 。 瘤 胃液 VFA 浓度 以 2- 乙 基 丁 酸 (2-EB ) 为 内 

65 ， 标 采 用 气相 色谱 法 ， 按 照 胡 伟 莲 等 0 方法 测定 。 

66 ”1.3.3 瘤胃 液 中 瘤胃 微生物 含量 的 测定 

67 ”1.3.3.1 瘤胃 微生物 总 DNA 的 提取 

68 采用 珠 磨 -十 六 烷 基 三 甲 基 省 化 铵 (CTAB) 法 提取 总 DNA00， 取 1.5 mL 瘤胃 液 1 000xg 

69 ”离心 弃 上 清 液 ， 加 入 800 pL CTAB RIMKE HR (0.3 g 0.1 mm,0.1 g 0.5 mm) 后 置 于 

70 球磨 仪 上 破碎 2 min, 70 C/K% 20 min 后 13 000xg 离心 10 min, W 500 uL 上 清 液 与 500 

71 ”由 L 饱 和 酚 / 氯 仿 / 异 戊 醇 〈25:24:1) 混合 后 13 000xg 离心 10 min， 取 300 uL 上 清 液 与 280 

72 u 异 丙 醇 混 匀 后 室温 静 置 5 min 沉淀 DNA， 离 心 后 用 TE 缓冲 液 溶解 DNA， 用 微量 紫外 

73 可 见 分 光 光 度 计 测 定 提取 的 总 DNA 浓度 和 纯度 ，-20 CRTE. 

74 ”1.3.3.2 实时 定量 PCR(qRT-PCR) 的 反应 条 件 及 引物 的 设计 与 合成 

75 qRT-PCR 的 反应 条 件 参 照 Sybr Premix Ex TaqIM 试 剂 建立 20 uL 反应 体系 及 反应 条 件 

76 U, qRT-PCR 的 引物 参照 文献 [18-20] 报 道 的 瘤胃 总 细菌 总 菌 (total bacteria)、 真 菌 (fungi) ~ 

77 ”甲烷 菌 (methanogen)、 原 虫 (protozoa)、 产 政 珀 酸 丝 状 杆菌 (Fibrobacter succinogenes)、 黄 色 

78 ”瘤胃 球菌 (Ruminococcus flavefaciens)、 溶 纤维 丁 酸 弧 菌 (Butyrivibrio fibrisolvens)、 白 色 瘤 胃 

79 ”球菌 (Ruminococcus albus) 引 物 序列 ( 表 2) 。 

80 从 瘤胃 微生物 总 DNA 中 扩 增 细菌 16S rDNA 检测 引物 特异 性 。qRT-PCR 反应 体系 : 

81 Premix Taq™ (Ex Taq™ Version 2.0) 10 kL， 上 、 下 游 引 物 各 0.5 uL， 模 板 DNA 0.5 uL, K 

82 WXL 8.5 jyL， 总 体积 为 20 pL. qRT-PCR 反应 参数 : 95 'C 变 性 7 min; 95 C 1 min, 

83 55 'C1min，72 'C 1 min，35 个 循环 ，72 °C 延伸 7 min. 

84 表 2 qRT-PCR 引物 信息 

85 Table 2 Information of primers for qRT-PCR 
项 目 Items 序列 Sequences(5' -3' ) 温度 参考 文献 

Temperature/ °C Reference 
JA fal Total bacteria F: CGGCAACGAGCGCAACCC 64.1 Denman 等 081 
R: CCATTGTAGCACGTGTGTAGCC 61.9 
甲烷 菌 Methanogen F: TTCGGTGGATCDCARAGRGC 60.5 Denman 等 09 


产 琥珀 酸 丝 状 杆菌 Fibrobacter 


succinogene 


真菌 Fungi 


原虫 Protozoa 


R: GBARGTCGWAWCCGTAGAATCC 


F: GAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTC 


R: CAAATTCACAAAGGGTAGGATGATT 


F: GCTTTCGWTGGTAGTGTATT 
R: CTTGCCCTCYAATCGTWCT 
F: GTTCGGAATTACTGGGCGTAAA 
R: CGCCTGCCCCTGAACTATC 


黄色 瘤胃 球菌 Ruminococcus F: CGAACGGAGATAATTTGAGTTTACTTAGG 


flavefaciens 


R: CGGTCTCTGTATGTTATGAGGTATTACC 


的 one-way ANOVE 法 进行 单 因 


A EDIE o 


Fy 
Denman 等 


Paran 
Denman 等 


Paran 
Denman 等 


Paran 
Denman 等 


赵 玉 华 20 


赵 玉 华 poi 


照 组 相 比 ， 添 加 30、40 g/d 茶 


40 
6.32+0.23° 
3.25+0.48" 
7.35+1.58" 


照 组 相 


PIE 
P-value 
0.021 
<0.001 
<0.001 


溶 纤 维 丁 酸 弧 菌 Butyrivibrio F: TAACATGAGTTTGATCCTGGCTC 
fibrisolvens R: CGTTACTCACCCGTCCGC 
色 瘤 骨 球 菌 Ruminococcus F: GTTTTAGGATTGTAAACCTCTGTCTT 
albus R: CCTAATATCTACGCATTTCACCGC 
86 ”1.4 数据 统计 与 分 析 
o 87 根据 qRT-PCR 测 得 的 阔 值 循环 (CO 和 以 下 公式 0 将 目标 菌 含量 表示 为 相对 于 瘤 骨 总 
88 ” 菌 16Sr DNA 的 百分比 : 
89 目标 菌 含量 (%) =100x[2 C e], 
© 90 使 用 Excel 整理 试验 数据 ， 采 用 SAS 9.2 软件 ! 
i 91 ”分 析 ， 采 用 Duncan 氏 法 进行 平均 值 的 多 重 比较 ，P<0.05 为 差异 显著 性 
= 92 2 结果 
93 2.1 茶 皂 素 对 瘤胃 发 酵 的 影响 
94 灌 服 茶 皇 素 后 所 得 瘤 骨 发 酵 参 数 指标 如 表 3 所 示 。 与 对 
95 ” 皂 素 均 显 著 降低 了 瘤胃 液 pH (P<0.05) ， 添 加 20、30、40 g/d 茶 皂 素 均 显著 降低 了 瘤胃 液 
96 NH3-N 浓度 CP<0.05) ， 添 加 40 g/d 茶 虹 素 显著 降低 了 瘤胃 液 乙酸 / 丙 酸 (P<0.05) ， 添 加 
97 ”30、40 g/d RERIT A heri JJA AW MCP 浓度 (P<0.05) ，30 g/d RERA X} 
98 tk MCP 提高 了 20.20%， 添 加 20, 30, 40 g/d 茶 皂 素 均 显著 提高 了 瘤胃 液 丙 酸 和 丁 酸 浓度 
99 CP<0.05) , TVFA 和 乙酸 浓度 各 组 间 差 异 不 显著 (P>0.05) 。 
100 表 3 茶 皂 素 对 瘤 骨 发 酵 参 数 的 影响 
101 Table 3 Effects of tea saponin on ruminal fermentation parameters 
项 目 REAN F Tea saponion supplemental levels/(g/d) 
Items 0 20 30 
pH 6.56+0.20° 6.4340.25% 6,360.17" 
微生物 蛋白 MCP/(mg/mL) 2.87+0.34" 3.04+0.38% 3.45+0.42° 
ARA NH3-N/(mg/dL) 8.9941.45° 7.64+1.43* 7.09+1.538 
总 挥发 性 脂肪 酸 TVFA/(mmol/L) 69.68+7.33 71.85+5.71 72.09+7.28 


69.86+5.45 


0.187 


201711.01402v1 
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乙酸 Acetic acid/(mmol/L) 43.55+4.73 44.06+3.84 43.57+5.08 42.1243.64 0.207 
丙 酸 Propionic acid/(mmol/L) 16.03+1.98* 17.1441.79° 18.05+41.70° 18.3841.85° <0.001 
乙酸 / 丙 酸 Acetic acid/propionic acid 2.62+0.47° 2.62+0.34° 2.47+0.40* 2.30+0.523 0.002 
丁 酸 Butyric acid/(mmol/L) 7.53+1.16* 8.2341.27° 8.3541.29° 8.4741.59° 0.008 


同行 数据 肩 标 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 (P<0.05) ， 相 同 或 无 字母 表示 差异 不 显著 (P>0.05)。 下 表 


Values in the same row with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05) ， 


while with the same or no letter superscripts mean no significant difference(P>0.05). The same as below. 


由 图 1~ 图 3 AY, ASR EE NIN Td RS DAE FS pH. NH3-N 浓度 ， 可 升 高 
MCP 浓度 ,但 pH. NH3-N 浓度 均 未 超出 正常 的 生理 范围 ， 并 且 随 着 时 间 的 变化 ， 变 化 规 


律 并 不 一 致 。 其 中 pH、NH3s-N 浓度 变化 没有 明显 的 规律 ，MCP 产量 在 30 g/d 组 最 高 。 


由 图 4~ 图 8 可 见 ， 茶 电 素 可 升 高 各 时 间 点 丙 酸 、 丁 酸 浓度 ， 总 体 上 降低 乙酸 / 丙 酸 ， 而 


TVFA、 乙 酸 浓度 没有 明显 变化 。 随 着 时 间 的 变化 ， 丙 酸 、 丁 酸 浓度 有 先 增加 后 降低 ， 再 
升 高 的 趋势 ， 而 乙酸 / 丙 酸 没有 明显 的 变化 规律 ， 在 40 g/d 茶 皂 素 组 相对 较 低 。 


一 一 0g/d -20g/d 一 一 08g/d —m—20g/d 


—t—30g/d 一 一 40g/d 一 上 一 308g/d 一 一 40g/d 
62 - 4.00 - 
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6.6 + ua 
fan] Hal “Ep 3.00 4 
oo ® £250 - 
6.2 - = & 2.00 + 
6 4 = 2 1.50 4 
5.8 4 T T T T T | 1.00 = ! T y T T 
14 21 28 35 42 49 14 21 28 35 42 49 
时 间 Time/d 时 间 Time/d 
All 茶 皂 素 对 瘤胃 液 pH 的 影响 图 2 RERNA H W MOP 浓度 的 影响 


Fig.1 Effect of tea saponin on rumen fluid pH Fig.2 Effect of tea saponin on rumen fluid MCP concentration 
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oO 
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ga 5.00 ] É E 
li 4.00 +4 , | | 40.00 十 一 一 一 一 m 
14 21 28 35 42 49 14 21 28 35 42 49 
时 间 Time/d 时 间 Time/d 


图 3 REKINA AW NH-N 浓度 的 影响 图 4 茶 皂 素 对 瘤胃 液 总 挥发 性 脂肪 酸 浓 度 的 影响 
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4 Effect of tea saponin on rumen fluid 


TVFA concentration 


一 4 一 08/d —m-20¢/d 


一 上 一 08g/d —E—20g/d 
ef a = -在 一 30 g/d 一 一 40 g/d 
ERT 一 上 308g/d ——40 g/d © 22.00 ] 
eee E 20.00 - 
-KX — 
E 40.00 ] . te ə 18.00 - 
sa, = co 
= 35.00 4 | 
3 30.00 | Br | 
25.00 J & 12.00 4 
N 20.00 4 T T T T T 10.00 +4 T T T T T 
14 21 28 35 42 49 14 21 28 35 42 49 
时 间 Time/d 时 间 Time/d 
图 5 茶 皂 素 对 瘤胃 液 乙酸 浓度 的 影响 图 6 茶 皂 素 对 瘤胃 液 丙 酸 浓度 的 影响 


Fig.5 Effect of tea saponin on rumen fluid acetic acid concentration 


一 4 一 08/d —m20¢/d 


Fig.6 Effect of tea saponin on rumen fluid 


propionic acid concentration 
一 4 一 08g/d =- 20 g/d 
-在 -30g/d 一 一 40g/d 
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图 7 茶 皂 素 对 瘤胃 液 乙酸 / 丙 酸 的 影响 图 8 ARR AWT BR RE 


Fig.7 Effect of tea saponin on rumen fluid acetic acid/propionic acid 


Fig.8 Effect of tea saponin on rumen 


fluid butyric acid concentration 


2.2 瘤胃 微生物 DNA 的 反 转 录 PCR 产物 的 电泳 检测 结果 


利用 1.5% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 对 反 转 录 PCR 产物 进行 检测 的 结果 见 图 9。 每 个 扩 增 产物 均 


与 预期 扩 增 片段 大 小 相符 ， 并 且 扩 增 所 得 的 目的 片段 均 


呈 1 条 的 亮 带 ， 无 杂 带 和 拖 尾 现象 ， 


说 明 设计 的 引物 及 提取 的 基因 组 DNA 均 可 用 于 qRT-PCR. 


2M34M5 6 M78 M 9 10 M 1112 M 1314 


M 15 16 


131 

132 M: DNA 分 子 质量 标准 ; 总 菌 (130 bp) ; 3、4: 原虫 (250bp) ; 5. 6: 真菌 (120bp) ; 7 

133 ”8: 黄色 瘤胃 球菌 (190 bp) ; 9. 10: 白色 瘤 骨 球 菌 (270 bp) ; 11, 12: 甲烷 菌 (140 bp) ; 13, 14: 

134 =, 产 琥 珀 酸 丝 状 杆菌 〈134bp) ; 15, 16: 溶 纤 维 丁 酸 弧 菌 (136 bp) 。 

135 M: DNA molecular weight marker; lanes 1 and 2: total bacteria (130 bp); lanes 3 and 4: protozoa (250 bp); 

136 lanes 5 and 6: fungi (120 bp); lanes 7 and 8: Ruminococcus flavefaciens (190 bp); lanes 9 and 10: Ruminococcus 

137 albus (270 bp); lanes 11 and 12: methanogens (140 bp); lanes 13 and 14: Fibrobacter succinogenes (134 bp); lanes 

138 15 and 16: Butyrivibrio fibrisolvens (136 bp). 

139 图 9 瘤胃 细菌 、 真 菌 和 原虫 DNA 反 转 录 PCR 结果 

140 Fig.9 Reverse transcription PCR results of DNA of bacteria, fungi and protozoa in rumen 

141 23 茶 电 素 对 瘤 肯 微生物 含量 的 影响 

142 灌 服 茶 皂 素 后 对 瘤 骨 微 生物 含量 的 影响 如 表 4 所 示 ， 与 对 照 组 相 比 ， 添 加 20、30、40 

143 gid 茶 电 素 组 与 对 照 组 相 比 均 显著 降低 了 瘤 骨 液 原虫 、 溶 纤维 丁 酸 弧 菌 含量 CP<0.05) ， 对 

144 真菌、 甲烷 菌 、 黄 色 瘤 骨 球 菌 、 和 白色 瘤胃 球菌 、 产 琥珀 酸 丝 状 杆 菌 含量 没有 显著 影响 

145 (P>0.05) 。 

146 表 4 茶 皂 素 对 瘤胃 微生物 含量 的 影响 

147 Table 4 Effects of tea saponin on rumen microorganism contents 
项 上 茶 皂 素 添加 水 平 Tea saponion supplemental levels/(g/d) P 值 
Items 0 20 30 40 P-value 
原虫 Protozoa 3.01+0.514 1.89+0.43° 1.44+0.46° 0.97+0.38* <0.001 
真菌 Fungi/(x107) 5.40+0.70 5.20+0.59 5.02+0.89 4.82+0.56 0.086 
黄色 瘤胃 球菌 Ruminococcus flavefaciens/ (x103) 8.58+40.51 8.7440.48 9.08+0.69 8.56+0.79 0.055 
甲烷 菌 Methanogens/(x 10-7) 4.89+0.70 4.90+0.75 4.71+0.80 4.86+0.77 0.859 
产 琥珀 酸 丝 状 杆菌 Fibrobacter succinogenes 0.93+0.13 0.95+0.19 0.92+40.11 0.95+40.15 0.898 
白色 瘤胃 球菌 Ruminococcus albus 0.13+0.04 0.12+0.03 0.12+0.02 0.12+0.05 0.744 
AAE T RILE Butyrivibrio fibrisolvens 10.64+1.32° 9.48+1.40* 9.07+41.14* 8.8541.30* <0.001 

148 由 图 10~ 图 16 可 知 ， 茶 皂 素 对 各 个 时 间 点 的 原虫 、 溶 纤维 丁 酸 弧 菌 均 有 明显 的 抑制 作 

149 ]， 真 菌 、 甲 烷 菌 、 白 色 瘤 胃 球 菌 、 产 政 珀 酸 丝 状 杆菌 含量 没有 明显 变化 。 随 着 时 间 的 变 
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化 ， 真 菌 、 白 色 瘤 骨 球 菌 含量 有 先 升 高 后 下 降 的 趋势 ， 其 他 各 菌 没有 明显 的 变化 规律 ， 但 
随 着 茶叶 素 剂量 的 增加 ， 原 虫 、 溶 纤维 丁 酸 弧 菌 含量 下 降 明 显 ， 黄 色 瘤 骨 球 瑚 、 白 色 瘤 骨 


球菌 、 甲 烷 菌 、 产 琥珀 酸 丝 状 杆菌 含量 变化 趋势 没有 明显 的 规律 。 


060g/d —-20g/d 
一 一 08g/d —m—208g/d —+—30¢/d 一 于 40g/d 


一 一 30 g/d ——40¢/d 6.50 


6.00 
5.50 
5.00 
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4.00 


3.50 T T T T T 1 
14 21 28 35 42 49 14 21 28 35 42 49 


时 间 Time/d 时 间 Time/d 


含量 Content% 
rR N 
bo 
Oo — 
含量 Contenty X 102% 


图 10 茶 皂 素 对 瘤胃 液 原虫 含量 的 影响 图 11 茶 皂 素 对 瘤胃 液 真菌 舍 量 的 影响 


Fig.10 Effect of tea saponin on rumen fluid protozoa content Fig.11 Effect of tea saponin on rumen fluid fungi 


content 


一 0g/d —m20¢/d iia = 


© 一 一 30g/d 一 一 40g/d Š 
2 9.50 % 550 一 上 -30g/d 一 一 40g/d 
又 9.00 xX — 
3850 T REN 
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<a 14 21 28 35 42 49 14 21 28 35 42 49 
时 间 Time/d 时 间 Time/d 
图 12 茶 皂 素 对 瘤胃 液 黄色 瘤胃 球菌 含量 的 影响 图 13 茶 皂 素 对 瘤胃 液 甲 烧 菌 含量 的 影响 


Fig.12 Effect of tea saponin on rumen fluid Ruminococcus flavefaciens content Fig.13 Effect of tea saponin 


on rumen fluid methanogen content 


一 一 0g/d —m-20¢/d 
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图 14 茶 皂 素 对 瘤 骨 液 产 琥珀 酸 丝 状 杆菌 含量 的 影响 图 15 茶 皂 素 对 瘤胃 液 白色 瘤 骨 球 菌 含量 的 影响 
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Fig.14 Effect of tea saponin on rumen fluid Fibrobacter succinogenes content Fig.15 Effect of tea saponin on 


rumen fluid Ruminococcus albus content 


一 上 一 0g/d —m20¢/d 
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图 16 茶 皂 素 对 瘤胃 液 溶 纤 维 丁 酸 弧 菌 含量 的 影响 


Fig.16 Effect of tea saponin on rumen fluid Butyrivibrio fibrisolvens content 
3 讨论 
3.1 茶 电 素 对 奶牛 瘤胃 发 酵 指 标的 影响 
MAW pH 是 评价 瘤 骨 发 酵 状 况 的 基本 指标 ， 主 要 受到 饲 粮 精 粗 比 等 因素 的 影响 20。 


瘤 骨 是 瘤胃 微生物 发 酵 的 直接 场所 ，pH 过 高 或 过 低 对 于 瘤 骨 微生物 正常 生长 、 发 育 及 发 酝 


均 有 不 利 的 影响 久 。 原 虫 、 大 氧 性 真菌 、 细 菌 生存 的 最 适 pH 分 别 为 5.8、7.5 和 6~7， 而 正 


常 的 奶牛 瘤胃 液 的 pH 在 5.5~6.8 变化 ， 最 佳 pH 在 6.0~6.3C31， 可 见 中 性 至 弱酸 性 环境 是 奶 
牛 瘤胃 微生物 生存 的 最 佳 环境 。 研 究 证 明 ， 在 反 


uR 


动物 的 饲 粮 中 添加 茶 皂 素 ， 可 显著 影响 
瘤胃 液 PH。 周 变 才 0 报道 添加 共 皂 素 ， 可 显著 降低 湖 羊 瘤 骨 液 pH， 这 与 叶 均 安 等 外、Hu 


等 23 的 研究 结果 一 致 。 本 试验 发 现 ， 添 加 30、40 g/d 茶 皂 素 均 显著 降低 了 奶牛 瘤胃 液 pH, 


但 各 试验 组 瘤胃 液 pH 在 6.32~6.42 内 波动 ， 且 均 处 于 正常 生理 范围 之 内 ， 因 此 对 奶牛 瘤胃 
微生物 正常 代谢 不 会 产生 不 利 影响 。 瘤 胃液 pH 变化 的 原因 可 能 是 去 除 瘤 胃 原 虫 影响 了 淀 
粉 和 可 溶性 糖 的 爆发 性 发 酵 ， 其 产物 丁 酸 、 乳 酸 增多 ， 而 瘤胃 壁 的 吸收 速度 较 慢 R99， 因 此 
原虫 数量 的 降低 可 造成 瘤胃 液 pH 的 下 降 。 

反刍 动物 瘤胃 中 大 约 有 55%~95% 的 碳水 化 合 物 经 过 瘤胃 发 酵 ， 分 解 转 化 为 丙酮 酸 ， 进 
一 步 分 解 为 VFA. VFA 是 反刍 动物 重要 能 量 来 源 ， 为 反刍 动物 提供 70%~80% 的 能 量 ， 瘤 
骨 代 谢 活动 水 平 就 是 以 VFA 浓度 及 组 成 比例 作为 衡量 指标 00。 研 究 发 现 ， 在 反刍 动物 的 
饲 粮 中 添加 茶 电 素 ， 可 以 改变 其 瘤胃 发 酵 模式 。 叶 均 安 C 研 究 报道 ， 茶 皂 素 在 湖 羊 体外 试 


~ 


验 中 ， 能 显著 增加 丙 酸 浓度 。 林 波 等 多 研究 报道 ， 茶 虹 素 通过 改变 瘤胃 发 酵 产 生 的 VFA 
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186 ”组 成 调控 瘤胃 发 酵 模 式 ， 其 正 效应 的 原理 主要 是 由 于 降低 了 乙酸 / 丙 酸 ， 这 与 张 婷 婷 [9 瘤胃 


187 发酵 研 究 一 致 。 本 试验 研究 发 现 ， 对 奶牛 灌 服 茶 皂 素 ， 显 著 增 高 了 丙 酸 与 丁 酸 浓度 ， 降 低 
188 TARAR, TVFA 浓度 无 显著 变化 。 由 此 可 见 ， 茶 皂 素 可 以 通过 改变 奶牛 瘤 骨 发 酵 模式 ， 
189 ”提供 更 多 能 量 ， 改 善 饲料 转化 率 。 

190 NH3-N 是 奶牛 瘤 骨 代谢 过 程 中 重要 的 产物 ， 其 浓度 是 瘤 肯 内 环境 好 坏 的 重要 指标 。 在 
191 瘤 骨 微生物 中 ， 约 有 80% 的 细菌 是 以 NH3-N 为 生长 的 唯一 氮 源 ， 而 瘤胃 原虫 不 能 利用 


192 ”NH3-N 合成 所 需 的 蛋白 质 ， 但 可 以 产生 大 量 的 NH3-NB0。 有 研究 表明 ， 茶 皂 素 可 以 通过 抑 
193 ” 制 原虫 的 活性 降低 瘤胃 NH3-N 的 浓度 BU。 叶 均 安 外 报道 ， 在 体外 培养 时 添加 0.25%、0.50% 


194 “和 1.00% 的 茶 星 素 ， 可 不 同 程度 地 降低 培养 底 物 中 的 NH3-N 浓度 。 苑 文 珠 63 报 道 ， 在 湖 羊 
195 ”瘤胃 培养 液 中 添加 茶 时 素 ， 可 显著 降低 培养 底 物 中 的 NH-N 浓度 。 本 试验 研究 发 现 ， 对 奶 
196 ”和 牛 灌 服 不 同 浓度 茶 皂 素 ， 均 显著 降低 了 NH3-N 的 浓度 ， 但 均 在 正常 范围 内 。 韩 正 康 等 831 认 
197 ”为 ， 当 瘤胃 液 NH3-N 浓度 为 8.5 mg/dL 时 ， 瘤 骨 微 生物 合成 蛋白 质 的 能 力 达 到 饱和 ， 即 使 


一 198 ”超过 这 一 浓度 也 不 会 提高 MCP 产量 。NH3.N 浓度 过 高 ，NH;-N SRRA BRO SU 
199 。 浆 中 尿素 氨 浓 度 过 高 ， 加 重 机 体 对 所 的 代谢 负担 4。 奶 牛 灌 服 茶 皂 素 ， 能 降低 NEN 浓度 ， 
200 。 会 减轻 其 对 痛 肯 微生物 的 负 效应 sl 

201 MCP 是 反刍 动 物 主要 的 氨 源 供应 者 89， 能 提供 动物 营养 所 需 的 40%~80% HY RIE. 

202 。 因此 ，MCP 代谢 的 好 坏 决定 了 瘤胃 微生物 区 系 的 营养 代谢 水 平 e1。 瘤 骨 微 生物 中 细菌 可 利 
203 。 用 痛 轩 发酵 产物 合成 MCP， 随 食 靡 进入 真 四 为 机 体 提供 一 半 以 上 所 需 的 反刍 动 物 蛋白 质 。 

204 。 原虫 不 能 自身 合成 蛋白 质 ， 只 能 靠 乔 叭 细菌 作为 氨 源 ， 而 在 其 自 溶 前 到 达 真 肯 的 比例 很 小 
205 。 G8。 因此 去 除 原虫 ， 无 疑 将 会 降低 蛋白 质 的 瘤胃 发 醋 作 用 ， 增 加 蛋白 质 的 利用 效率 。Bird 


206 等 6 研究 证 实 ， 去 除 原 虫 可 明显 提高 十 二 指 肠 中 总 氮 、 非 NH3-N、 各 类 氨基 酸 以 及 总 氨基 


207 MER, A MCP 的 排出 量 提高 20%。 苑 文 珠 等 史 研 究 报道 ， 饲 粮 添 加 茶 电 素 到 


208 WMR, nH 
209 ” 莲 吕 对 波 尔 山羊 研究 结果 一 致 。 本 试验 研究 发 现 ， 在 奶牛 饲养 过 程 ， 辅 以 灌 服 茶 皂 素 ， 


原虫 活性 ， 提 高 MCP 的 产量 ，0.8% 的 剂量 效果 最 佳 ， 与 胡 伟 


= 


210 = MCP 浓度 显著 升 高， 而 条 皇 素 对 奶牛 瘤胃 液 MCP 浓度 的 影响 机 制 还 有 竺 深入 研究 。 
211 2 茶 皂 素 对 奶牛 瘤胃 微生物 区 系 的 影响 


11 


212 
213 
214 
215 
216 
217 
218 
219 
220 
221 
222 
223 
224 
225 
226 
227 
228 
229 
230 
231 
232 
233 
234 
235 
236 
237 


RAJHA A AP a 


ChinaXiv 


种 类 多 样 的 微生物 ， 主 要 有 瘤胃 原虫 、 细 菌 和 真菌 9， 


而 瘤胃 发 醇 的 实质 为 瘤胃 微生物 帮助 动物 机 体 消化 纤维 素 、 半 纤维 素 等 植物 物质 ， 因 此 ， 


= 


骨 微 生物 及 其 之 间 的 关系 成 了 瘤胃 发 酵 调 控 的 研究 的 
目前 对 于 原虫 去 留 有 2 种 观点 ， 
， 因 此 有 保留 的 必要 


7， 并 且 其 自 深 而 亡 ， 无 法 为 宿主 提供 
究 发 现 ， 茶 皂 素 对 反刍 动物 瘤胃 原虫 具有 显著 抑 
中 分 别 添加 0.25%、 


HE; 


一 种 认为 瘤胃 原 9 


HIME FD 


HAY f 


0.50% 和 1.00% 茶 皂 素 ， 瘤 骨 原 虫 生长 


要 部 分 。 

第 解 纤维 素 ， 并 具有 稳定 pH 的 
另 一 种 则 认为 ， 瘤 骨 原 虫 吞噬 细菌 占 瘤 肯 微 生物 关系 的 主导 
大 量 MCP， 所 以 去 除 原虫 对 动物 生产 更 有 利 。 研 
叶 均 安 等 3] 发 现在 体外 培养 底 物 
受到 可 不 同 程度 地 抑制 ， 瘤 骨 发 


酵 状 况 得 到 改善 。 郭 兴 凤 等 [的 证 实 茶 皂 素 能 显著 降低 瘤胃 液 原虫 数量 , 将 10、20、30、40 
g 茶 所 素 分 别 添加 到 每 千克 培养 基 上 可 使 瘤胃 原虫 数量 分 别 降低 19%、25%、45% 和 79%. 


Daiz 


液 原虫 含量 显 
面 胆固醇 复合 ， 
RMG, 


SERER (315 g/ 只 
相 比 ， 原 虫 数 量 分 别 降 低 了 57% 和 84%. 
显著 降低 。 分 析 茶 皂 素 的 抗 虫 作用 原理 可 能 是 ， 
使 其 无 法 修复 或 脱落 ， 导 致 细胞 膜 破坏 ， 使 细胞 内 容 物 渗 漏 ， 达 到 抗 虫 效 


在 体外 ， 瘤 骨 


是 由 于 真菌 相 对 于 细菌 蚂 殖 速度 来 说 较 慢 ， 使 得 真菌 


细菌 与 真菌 在 反刍 动物 降解 饲 粮 中 纤维 物质 过 
液 真菌 纤 维 素 分 解 酶 活性 比 瘤胃 3 


) 中 分 别 添加 25 g 和 50 g 的 植物 皂 素 ， 结 果 发 现 与 对 照 组 
本 试验 研究 发 现 ， 对 奶牛 灌 服 茶 虹 素 ， 奶 牛 瘤胃 


URE RES 80% 的 作用 。 有 研究 报道 
EET AER TD ME? 


KEREILA A HP RS 


` 


阔 产 生 的 酶 活性 高 ?1， 但 


在 瘤胃 发 酵 中 并 不 占 主导 地 位 ， 瘤 胃 


细 戎 在 纤维 消耗 中 占 主 要 地 位 。 瘤 骨 内 纤维 降解 细菌 主要 是 产 琥 珀 酸 丝 状 杆菌 、 白 色 瘤 骨 


Deel. 38 
琥珀 酸 丝 状 杆 菌 的 数量 均 无 影响 。 张 婷 婷 等 9 研究 报道 


骨 球 菌 和 溶 纤 维 


影响 。 本 试验 研究 发 现 ， 茶 电 对 瘤胃 细菌 和 真菌 的 影响 作 


VAT HE T RIR 


有 显著 变化 ， 


琥珀 酸 丝 状 杆 


瘤胃 球菌 这 利 


h 革 兰 氏 阳性 菌 


显著 减少 ， 


量 显 产 琥珀 酸 丝 状 杆菌 、 白 色 瘤 
真菌 含量 有 减少 的 趋势 ， 但 差异 不 显著 。 对 于 这 种 结果 的 原因 ， 可 能 是 因为 
菌 为 革 兰 氏 阴 性 菌 ， 其 细胞 壁 有 双 层 膜 ，Wang 


TRIKMI, Mao 等 B71 发 现 添加 茶 虹 素 对 黄色 瘤胃 球菌 和 产 
， 添 加 茶 皂 素 对 真菌 数量 几乎 没有 
具有 选择 性 ， 奶 牛 灌 服 茶 皂 素 ， 


B BRE 


黄色 瘤胃 球菌 含量 没 


等 60 报道 革 兰 氏 阴性 菌 要 比 


对 外 界 物质 有 着 更 高 的 耐 受 力 。 
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虽然 黄色 瘤胃 球菌 、 白 色 瘤 胃 


作 期 刊 


238 


ChinaXiv 合 作 期 刊 
球菌 是 革 兰 氏 阳 性 菌 ， 但 这 2 种 细菌 的 细胞 膜 外 也 有 类 似 于 革 兰 氏 阴性 细菌 的 脂 多 糖 层 51) 
239 可 以 阻止 茶 皂 素 这 样 的 外 源 物质 。 
240 反刍 动物 瘤 骨 发 醇 产 生 甲 烧 的 来 源 有 2 个 ， 一 个 是 原虫 自身 代谢 过 程 产生 ， 另 一 个 是 
241 ”甲烷 菌 产生 。 研 究 发 现 ， 反 刍 动物 瘤 骨 内 ， 大 约 有 10%~20% 的 甲烷 菌 是 和 原虫 共生 的 52， 
242 。 这 部 分 甲烷 菌 依附 于 原虫 表面 既 有 利于 产生 甲烷 ， 又 有 利于 原虫 的 生长 ， 两 者 为 互利 共生 
243 ÆA. Vogels 等 [3 研究 表明 ， 原 虫 数量 的 减少 ， 以 及 产 甲烷 菌 合 成 甲烷 的 原料 氧气 产量 的 
244 。 降低 ， 都 抑制 了 甲烷 的 产生 。 林 试验 研究 发 现 ， 在 奶牛 瘤 骨 中 添加 茶 所 素 ， 甲 烷 菌 的 含量 
245 。 差异 不 显著 ， 但 Guo 等 54 研 究 发 现 ， 茶 拒 素 抑制 了 甲烷 菌 的 甲烷 合成 关键 酶 基因 merh 的 
246 表达， 降低 了 甲烷 菌 的 活性 。 研 究 分 析 可 知 ， 茶 皂 素 对 甲烷 菌 的 影响 方式 可 能 是 通过 2 种 
247 方式 ， 一 种 是 通过 抑制 与 其 共生 的 瘤 骨 原虫 ， 进 而 影响 甲烷 菌 ， 另 一 种 是 直接 作用 于 甲烷 
248 。 菌 ， 降 低 其 活性 ， 但 对 其 数量 无 显著 影响 。 茶 皂 素 对 甲烷 产量 的 影响 机 理 有 待 深入 研究 。 
= 249 4 结论 
250 @@ 茶 皂 素 可 显著 降低 奶牛 瘤 骨 液 BH、NHSAN 浓度 ， 但 均 未 超出 正常 生理 范围 ， 可 显著 
Noo 251 。 提高 牛奶 闪 骨 液 再 酸 、 丁 酸 、MCP 浓度 ， 降 低 乙酸 / 丙 酸 ，TVFA 浓度 无 显著 变化 ， 
D 。 252 OSAMU AML, START MULT AL, THRICE. PI 
253 。 珀 酸 丝 状 杆菌 、 白 色 瘤胃 球菌 、 黄 色 瘤 由 球菌 、 甲 烧 菌 含量 无 显著 影响 。 
254 加 综合 认为 ，30 gd 茶 皇 素 的 剂量 对 奶牛 较为 适宜 
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Effects of Tea Saponin on Rumen Fermentation and Rumen Microflora 
YAN Shuhong! ZHAO Shiping! JIANG Qihui! FANG Luoyun! ZHOU Min! MIN Wanping? 
JIANG Linshu!™ 
(1. Key Laboratory for dairy cow nutrition, College of Animal Science and Technology, Beijing 
University of Agriculture, Beijing 102206, China; 2. Institute of Life Sciences, Beijing 102206, 
China) 

Abstract: This experiment was conducted to study the effects of tea saponin on fermentation and 

rumen microflora of dairy cows. Twelve healthy Holstein cows with similar weight were used, and 

randomly divided into four groups, all were fed a basal diet and drenched with 0 (control), 20, 30, 

40 g/d of tea saponin in different groups. Tea saponin and water were mixed for drenching. Pre 

experimental period went 14 days, and the trial period went 35 days. Rumen fluid was collected 

with oral sampler at 1 h before morning feeding every 7 days during the trail period for 
determination of rumen fermentation parameters and rumen microorganisms (real-time 
quantitative PCR method). The results showed as follows: 1) compared with control group, tea 
saponin significantly reduced rumen fluid pH (30 and 40 g/d groups), ammonia nitrogen 
concentration (20, 30 and 40 g/d groups) (P<0.05), which were not exceeding the normal range 

values, but significantly increased microbial protein (30 and 40 g/d groups), propionic acid (20, 

30 and 40 g/d groups) and butyric acid concentrations (20, 30 and 40 g/d groups) (P<0.05), and 

microbial protein concentration of 30 g/d tea saponin group increased 20.20%; however, tea 

saponin did not significantly affected total volatile fatty acid and acetic acid concentrations 

(P>0.05). 2) Compared with control group, the contents of rumen fluid protozoa and Butyrivibrio 

fibrisolvens of tea saponin groups were significantly decreased (P<0.05), but no significant 


changes on methanogens, Ruminococcus albus, Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus 
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flavefaciens and fungi contents were found (P>0.05). In conclusion, the supplementation of tea 
saponin can improve the pattern of rumen fermentation and has a significant effect on rumen 
microbial flora, and the optimal level for dairy cows is 30 g/d. 


Key words: tea saponin; dairy cow; rumen fermentation; microbial flora 
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